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Latar Belakang : Piper crocatum (sirih merah) merupakan tanaman yang dikenal luas di 
Indonesia dan dimanfaatkan sebagai tanaman obat. Kandungan senyawa sirih merah antara 
lain alkaloid, flavonoid, saponin, triterpenoid, dan tannin. Ekstrak daun sirih merah memiliki 
efek imunomodulator. 
Tujuan : Membuktikan adanya pengaruh pemberian ekstrak daun Piper crocatum dosis 
bertingkat terhadap proliferasi limfosit limpa mencit Balb/c yang diinfeksi Salmonella 
typhimurium. 
Metode : Penelitian eksperimental laboratorik dengan post test only control group design. 
Sampel sebanyak 25 ekor mencit balb/c diadaptasi selama 7 hari.  Mencit balb/c dibagi secara 
simple random sampling menjadi 5 kelompok. Kelompok K1 diberi ekstrak Piper crocatum 
peroral 10 mg/mencit/hari, K2 diinfeksikan Salmonella typhimurium secara intraperitoneal, 
P1 diberi ekstrak Piper crocatum peroral 10 mg/mencit/hari, P2 diberi ekstrak Piper crocatum 
peroral 30 mg/mencit/hari, P3 diberi ekstrak Piper crocatum peroral 100 mg/mencit/hari, dan 
semua kelompok perlakuan diinfeksikan Salmonella typhimurium intraperitoneal. Pada hari 
ke 15 semua mencit terminasi dan dilakukan pemeriksaan proliferasi limfosit metode MTT 
Assay. Data dideskripsikan dalam bentuk tabel, gambar dan analisa statistik. 
Hasil : Rerata proliferasi limfosit limpa tertinggi pada kelompok P3, sedangkan rerata 
proliferasi limfosit limpa terendah pada kelompok K1. Perbedaan bermakna (p<0,005) 
didapatkan pada P1>K2, P2>K2, dan P3>K2. Perbedaan tidak bermakna ditemukan pada K1-
K2, P1-P2, P1-P3 dan P2-P3. 
Simpulan : Pemberian ekstrak daun Piper crocatum dosis bertingkat selama 14 hari 
meningkatkan proliferasi limfosit limpa mencit balb/c yang diinfeksi Salmonella 
typhimurium. 





THE EFFECT OF PIPER CROCATUM LEAF EXTRACT WITH GRADUAL DOSE 
ON THE SPLENIC LYMPHOCYTE PROLIFERATION MTT ASSAY METHOD: 
STUDY IN BALB/C MICE INFECTED WITH SALMONELLA TYPHIMURIUM 
Background : Piper crocatum (red betel) is a plant widely known in Indonesia and has been 
used as medicinal plant. Red betel compounds include alkaloids, flavonoids, saponins, 
triterpenoids, and tannin. The extract of red betel leaf has immunomodulatory effects. 
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Objective : To prove the effect of leaf extract of Piper crocatum with gradual doses on the 
splenic lymphocyte proliferation of Balb/c mice infected with Salmonella typhimurium. 
Methods : Experimental laboratory research with post test only control group design. Sample 
of 25 mice balb/c adapted for 7 days. Sample divided into 5 groups by simple random 
sampling. K1 group given the extract of Piper crocatum orally 10 mg/mouse/day, K2 are 
infected with Salmonella typhimurium intraperitoneally, P1 given extracts of Piper crocatum 
orally 10 mg/mouse/day, P2 given extracts of Piper crocatum orally 30 mg/mouse/day, P3 
given extracts Piper crocatum orally 100 mg/mouse/day, and all treatment groups infected 
with Salmonella typhimurium intraperitoneally. Sampel terminated on 15
th
 day and the splenic 
lymphocyte proliferation with MTT Assay method examined. Data described in the form of 
tables, figures and statistical analysis. 
Results : The highest average of splenic lymphocyte proliferation is P3 group, while the 
lowest is K1 group. The significant difference (p <0.005) was found in P1>K2, P2>K2, and 
P3>K2. The diffference of K1-K2, P1-P2, P1-P3 and P2-P3 was found insignificant. 
Conclusion : The leaf extract Piper crocatum multilevel dose for 14 days increases the 
splenic lymphocyte proliferation of balb/c mice infected with Salmonella typhimurium. 





Tifoid merupakan penyakit infeksi sistemik yang disebabkan oleh Salmonella typi. 
Penyakit ini menular melalui makanan atau air yang terkontaminasi. Indonesia merupakan 
negara endemik tifoid. Prevalensi tifoid klinis nasional berdasarkan Riskesdas tahun 2007 
mencapai 1,6%.  
Salmonella typhimurium merupakan bakteri intraseluler fakultatif yang menimbulkan 
manifestasi klinis seperti tifoid pada tikus. Infeksi bakteri intraseluler akan menginduksi 
respon imun, terutama melalui aktivitas fagositosis. Bakteri intraseluler dapat resisten 
terhadap degradasi oleh makrofag, sehingga dibutuhkan respon imun adaptif yang 
diperantarai limfosit T.
1
 Antibodi juga berperan dalam pertahanan tubuh terhadap infeksi 
Salmonella. IgM dan IgA dapat mencegah penetrasi Salmonella pada epitel usus.
2
 
Sirih merah (Piper crocatum) merupakan salah satu tanaman yang dikenal luas di 
Indonesia. Sirih merah selain dimanfaatkan sebagai tanaman hias, juga dimanfaatkan sebagai 
tanaman obat, terutama bagian daunnya. Sebagai tanaman obat, sirih merah sering digunakan 
untuk mengobati diabetes, asam urat, hipertensi, kanker dan peradangan organ tubuh.
3
 
Ekstrak etanol sirih merah diketahui mengandung senyawa alkaloid, flavonoid, 
saponin, trepenoid dan tanin.
4
 Beberapa penelitian yang telah dilakukan menyebutkan bahwa 





JURNAL KEDOKTERAN DIPONEGORO 
Volume 5, Nomor 4, Oktober 2016  
Online :  http://ejournal-s1.undip.ac.id/index.php/medico  
ISSN Online : 2540-8844 
    Lisana Himmatul Ulya, Akhmad Ismail, Neni Susilaningsih 
 
JKD, Vol. 5, No. 4, Oktober 2016 :  1192-1199 
 
Tanin dan flavonoid diketahui memiliki efek imunomodulator. Tanin meningkatkan 
aktivitas limfosit melalui induksi reseptor IL-2Rα.7 Flavonoid mempengaruhi respon imun 
dengan meningkatkan aktivitas IL-2 dan proliferasi limfosit. Ikatan kompleks IL-2 dengan 
reseptor IL-2R akan mengaktivasi limfosit dan memicu proliferasi limfosit.
8
 Flavonoid juga 
diketahui dapat mengaktivasi sel NK dan merangsang produksi IFN-γ.9  
Tujuan dari penelitian ini adalah membuktikan adanya pengaruh pemberian ekstrak 
daun Piper crocatum dosis bertingkat terhadap proliferasi limfosit limpa mencit Balb/c yang 
diinfeksi Salmonella typhimurium. Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat bagi 
ilmu pengetahuan mengenai efek sirih merah terkait imunomodulator. 
 
METODE 
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan rancangan Post Test Only 
Control Group Design dan menggunakan hewan coba sebagai subjek penelitian. Pemberian 
perlakuan dan pemeliharaan hewan coba dilakukan di Laboratorium Unit Hewan Coba 
Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro. Terminasi, isolasi dan kultur jaringan, serta 
pemeriksaan  proliferasi limfosit limpa metode MTT Assay dilakukan di Laboratorium Sentral 
Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro. Secara keseluruhan penelitian ini dilaksanakan 
dari bulan April sampai dengan Juni 2016. 
Sampel yang digunakan yaitu mencit Balb/c yang diperoleh dari Unit Hewan Coba 
Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga. Kriteria inklusi yaitu 
mencit Balb/c jantan, berumur 8-12 minggu, berat badan 20-25 gram dan sehat. Sampel 
dieksklusi apabila mencit tampak sakit (gerakan tidak aktif) atau mati selama adaptasi dan 
perlakuan. 
Sampel hanya mengkonsumsi pakan dan minum secara ad libitum saat fase adaptasi 
selama 7 hari. Sampel dibagi menjadi lima kelompok secara acak, terdiri dari 2 kelompok  
kontrol dan 3 kelompok perlakuan. Kelompok kontrol 1 (K1) diberi ekstrak daun Piper 
crocatum dosis 10 mg/mencit/hari selama 14 hari. Kelompok kontrol 2 (K2) diinfeksi 
Salmonella typhimurium secara intraperitoneal pada hari ke-10. Kelompok perlakuan 1 (P1) 
diberi ekstrak daun Piper crocatum dosis 10 mg/mencit/hari selama 14 hari dan diinfeksi 
Salmonella typhimurium secara intraperitoneal pada hari ke-10. Kelompok perlakuan 2 (P2) 
diberi ekstrak daun Piper crocatum dosis 30 mg/mencit/hari selama 14 hari dan diinfeksi 
Salmonella typhimurium secara intraperitoneal pada hari ke-10. Kelompok perlakuan 3 (P3)  
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diberi ekstrak daun Piper crocatum dosis 100 mg/mencit/hari selama 14 hari dan diinfeksi 
Salmonella typhimurium secara intraperitoneal pada hari ke-10. 
Penelitian ini menggunakan 5 ekor sampel untuk masing-masing kelompok, sehingga 
jumlah sampel yang dibutuhkan yaitu 25 ekor. Perlakuan terhadap hewan coba diberikan 
selama 14 hari. Setelah perlakuan selesai, mencit dianesthesia dengan ether kemudian mencit 
diterminasi dengan dislokasi cervical mencit. Kemudian masing-masing mencit dilakukan 
isolasi dan kultur limfosit limpa. Selanjutnya dilakukan pemeriksaan proliferasi limfosit limpa 
dengan metode MTT Assay. 
Data primer yang didapat kemudian dianalisis distribusi datanya dengan uji Shapiro-
Wilk dan homogenitas datanya dengan levene’s test. Data berdistribusi normal dilanjutkan 
analisisnya dengan uji One-way ANOVA untuk menganalisis adanya perbedaan yang 
bermakna antar kelompok. Analisis dilanjutkan dengan uji Post hoc untuk melihat besarnya 
perlakuan masing-masing kelompok. 
 
HASIL 
Tabel berikut menampilkan proliferasi limfosit limpa metode MTT Assay yang 
diperoleh dari pembacaan optical density (OD) menggunakan ELISA reader.  
Tabel 1. Hasil analisis deskriptif proliferasi limfosit limpa 
Kelompok Proliferasi Limfosit Limpa 
Mean Standar deviasi 
Kontrol 1 0,062 0,016 
Kontrol 2 0,078 0,027 
Perlakuan 1 0,109 0,022 
Perlakuan 2 0,116 0,011 
Perlakuan 3 0,127 0,016 
 
Dari tabel tersebut diketahui nilai rerata proliferasi limfosit limpa paling kecil adalah 
pada kelompok kontrol 1 yaitu 0,062 ± 0,016, sedangkan rerata proliferasi limfosit limpa 
paling besar didapatkan pada kelompok perlakuan 3 yaitu 0,127 ± 0,016. 
Hasil rerata proliferasi limfosit limpa metode MTT Assay dilakukan uji normalitas 
menggunakan Saphiro-wilk. Pada kelompok kontrol 1, kontrol 2, perlakuan 1, perlakuan 2, 
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Data diuji variansinya dengan Levene Test dan didapatkan p=0,673 sehingga varian 
data homogen. Data kemudian diuji dengan One-way anova. Hasil uji One-way anova 
didapatkan p=0,00 yang menunjukkan adanya perbedaan proliferasi limfosit limpa bermakna 
antar kelompok. 
Analisis dilanjutkan dengan uji Post-hoc untuk mengetahui kelompok yang memiliki 
hasil perbedaan proliferasi limfosit limpa yang bermakna. 
 
 
Gambar 1. Grafik rerata proliferasi limfosit limpa metode MTT Assay 
Gambar 1 menunjukkan adanya perbedaan proliferasi limfosit limpa yang bermakna 
antara kelompok kontrol 2 dengan kelompok perlakuan 1 (p=0,024), kelompok perlakuan 2 
(p=0,006) dan kelompok perlakuan 3 (p=0,001). Perbedaan antara kelompok kontrol 1 dengan 
kelompok kontrol 2 tidak bermakna (p=0,202). 
Perbedaan tidak bermakna juga ditemukan antara kelompok perlakuan 1 dengan 
kelompok perlakuan 2 (p=0,540) dan antara kelompok perlakuan 1 dan kelompok perlakuan 3 
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PEMBAHASAN 
Proliferasi limfosit limpa pada kelompok yang diberi ekstrak Piper crocatum saja 
(kelompok K1) lebih rendah dibanding proliferasi limfosit pada kelompok yang diinfeksi 
Salmonella typhimurium saja (kelompok K2), namun perbadaan ini tidak bermakna. Hal ini 
menunjukan pemberian ekstrak Piper crocatum maupun infeksi Salmonella memicu respon 
imun tubuh. 
Hasil penelitian ini menyebutkan bahwa pemberian ekstrak daun Piper crocatum 
selama 14 hari pada mencit balb/c yang diinfeksi Salmonella typhimurium dengan dosis 10 
mg/mencit/hari sebagai kelompok perlakuan 1, dosis 30 mg/mencit/hari sebagai kelompok 
perlakuan 2 dan dosis 100 mg/mencit/hari sebagai kelompok perlakuan 3 memberikan 
peningkatan proliferasi limfosit limpa yang bermakna dibanding kelompok kontrol 2, yang 
diiinfeksi Salmonella typhimurium saja. Hal ini berarti pemberian ekstrak Piper crocatum 
meningkatkan proliferasi limfosit limpa. Hasil ini sejalan dengan hipotesis peneliti. 
Proliferasi limfosit limpa meningkat pada kelompok perlakuan 3 dibanding kelompok 
perlakuan 2 dan kelompok perlakuan 1, namun peningkatan ini tidak bermakna. Proliferasi 
limfosit limpa pada kelompok perlakuan 2 meningkat dibanding kelompok perlakuan 1, 
namun peningkatan ini juga tidak bermakna. Hal ini berarti penambahan dosis ekstrak daun 
Piper crocatum  tidak meningkatkan proliferasi limfosit limpa secara signifikan. 
Hasil penelitian ini berbeda dengan penelitian sebelumnya oleh Yustina Sri Hartini, 
dkk pada tahun 2014. Penelitian sebelumnya menggunakan ekstrak methanol yang diperoleh 
dengan metode VLC (vacuum liquid chromatography). Induksi respon imun dengan 
menginjeksikan bakteri Listeria monocytogenes pada hari ke-15 dan 25 secara intraperitoneal. 
Terminasi dilakukan pada hari ke 37. Hasil penelitian sebelumnya tidak didapatkan perbedaan 
proliferasi limfosit yang bermakna pada kelompok perlakuan. Penelitian ini menggunakan 
ekstrak ethanol sirih merah yang diperoleh dengan metode maserasi. Induksi respon imun 
dilakukan dengan menginjeksikan bakteri Salmonella typhimurium secara intraperitoneal pada 
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SIMPULAN DAN SARAN 
Simpulan 
Pemberian ekstrak daun Piper crocatum per oral dengan dosis 10, 30 dan 100 
mg/mencit/hari selama 14 hari meningkatkan proliferasi limfosit limpa mencit balb/c yang 
diinfeksi Salmonella typhimurium dibanding dengan kelompok kontrol. Penambahan dosis 
Piper crocatum tidak memberikan peningkatan proliferasi limfosit limpa yang signifikan. 
Saran 
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan dosis yang lebih bervariasi, rentang 
waktu pemberian ekstrak dan infeksi bakteri yang berbeda. 
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